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Key V{Ords : ABO式血液型，ABOaleles (ABO対立追伝子），PCR(Polymerase Chain Reaction) 
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素断片長多型） ，PCR-SSCP(PCR-Single Strand Conformation Polymorphism ; PCR 
—単鎖構造多型）
概要
正常成人の ABO式血液型を DNA解析で決定するために，ABOalelesの PCR-RFLP法と PCR-SSCP
法を行った。Yamamotoらの報告した primerを用いて261付近のPCR増幅を行った。 0aleleは増幅領域に
Kpn I酵素の切断点を持ち，KpnIで消化反応した後， PCR-RFLPを行うと 0aleleとA,B alelesを区
別できた。同じ増幅物に PCR-SSCP法を応用すると， A,B, 0各 alleleをそれぞれ区別できた。0allele 
は2種類の SSCPパターンを示すことから，増幅範囲に塩基置換 (polymorphism)による suballeleが存在






















かは Aalleleと同様である。Baleleは Aallele 
よりも 7ヶ所(nt297,526, 657, 703, 796, 803, 
930)で塩甚置換がみられ，アミノ酸では 4アミ
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Fig. 1 The structure of the ABO gene locus'" and nucleotide sequences of the A, B and O aleles 
* entirely diferent deduced amino acid sequencing of O alele due to frame-shifting caused by a single base 
deletion 









A/B allele /Kpn I 
0 allele/Kpn I 
249bp 





Kpn I digestion 
Fig. 2 Restriction site of Kpn I to the product including 261 region of ABO alleles, which amplefied by using the 
primer fy46 and fy57, and the size of the DNA fragments produced by the digestion 
* Position of Polymorphic s ite"·•H•> on O alele which was amplified by PCR. (See Fig. 1.) 
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囲の DNA を PolymeraseChain Reaction 
(PCR)増幅すると， Aおよび Balelesは249
bp, 0 aleleは248bpの増幅物が得られ， Kpn
I酵素で消化すると A,B alelesは未消化で249





検出する (PCR-Restriction Fragment Length 
Polymorphism (RFLP)法）。 また， Balleleで
は同様の増幅物では297かAalleleと異なる (Fig




















Tris-1 rnrnol/ 1 EDT A pH 7. 4) 溶液に溶解
した。DNA濃度は260nmでの吸光度を測定し
て求めた。
2. DNAの PCR増幅と増幅物の単離 ：
1) primerの作成： Yamamotoらの実験を
参考にし， fy57(5'-GAATTCATGTGG-




2) PCR 増幅： 500µ€ エ ッ ペンチュープに ，
抽出した DNA溶液 (150-300pg／成） 1 
μ£, dNTPs（各l.25nmo]／叫）：8 μ£, 10 X 
buffer : 5 μ£, fy 57 Primer (lOpmol/ μ£) 
2.5μ£, fy 46 Primer (lOpmol /μ£): 2.5 
成， Taq酵素： 0.3μ£ (1. 5unit), H心 (30.7
成）を加えて合計50μ£ にし，mineraloil 
(Sigma 社製）を重層した。増幅反応は









3. PCR-RFLP法と PCR-SSCP法による A,
B, 0 allelesの判定：
1) Kpn I消化による PCR-RFLP法 ：増幅
精製した PCR産物0.5μ£,H,O 3.5成， lOX
buffer O. 5μ£, Kpn I酵素0.5μ£ (25unit) 
を37℃ 1-2 hrs反応させた。
2) Polyacrylamide gel (P AG)電気泳動
6 %, 0. 75mm厚， PAG を作成した。40%
Aery I amide（アク リルアミド ：ビス ＝49





菌 比 0で希釈して 1Xあるいは0.5X溶液











(ATTO製） と定電圧装置 (-1000V) 
を使用した］。
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Digested with Kpn I, Undigested 
Sample M 1 
281 
271 
234-己凶員~~~ . -. ~w心』 .3,il-1， -19←→.← -己- ⇒ビ ←2~9bps







AO AO AO BO 00 ABIAO AO --
Fig. 3 PCR-RFLP patterns of A, B and O alleles 
iVI : Maker4, Sample 1-5 (AO and BO type), Sample 6 : 00 type, 
Sample 11 : AB type 
Sample 
Digested with Kpn I Undigested 
~l<E-一一
M 1 2 3 5 6 11 
ヒE—`~ --雰 1{, 
出己臼＝玉咀記





0 AB IAO AO BO O AB 
Fig. 4 PCR-SSCP patterns of A, B and O alleles 
Sample 6 : 00 type, Sample 11 : AB type, Sample 1 & 2 : AO type, 
Sample 5 : BO type, Sample 6 : 00 type, Sample 11 : AB type 
Sample 3 4 5 6 7 9 1 0 11 16 17 
白-- ＊ -9ーニ三＝ーニ9ヨ-Y1=^-
AO 00 BO 00 AA 00 BO AB AO BB 
Fig. 5 SSCP patterns of A, 8, 0, alleles on the PAG Silver staning 
Sample 3, 16 : AO type, Sample 4, 6, 9 : 00 type, Sample 5 : BO type, 
Sample 7: AA type, Sample 10 : BO type, Sample 11 : AB type, 
Sample 17 : BB type 








置 (AB-1600;スーバースタ ッ トミニ，
ATTO製）を使用し，温度調整した。
結果および考察
1. 0 aleleとA,B allelesの PCR-RFLP法
での判別 ：先の primerで 0261を含む範囲
の DNAを増幅し，制限酵素KpnIで処理し
た後， 6 % PAG 上で泳動すると，すでに報
告のあるように酵素処理の結果249bp, 184 bp 
と64bp'・5)が認められた (Fig.3)。Sample1, 
2, 3, 5は Aalleleまたは Balleleと0allele 
とのヘテロ接合体， Sample6は 0alleleの
ホモ接合体，Sample11は A aleleか， また
は Baleleのホモ接合体，あるいは Aalele 
とBalleleのヘテロ接合体と考えられた。こ
れにより通常の ABO式血液型判定法では判
別できない 0aleleの関与 (A 型や B 型に
対する AO 型や BO型）が簡単に判定でき
た。
Table 1 The list of DNA analysis of ABO Blood Groups and the ABO Blood Typing by Serological Test 
Sample NO Sample 
DNA analysis of ABO 
Kpn I d1gest1on 
ABO Blood Typing by 
counts 
Blood Group Serolog1cal Test 
11 NT  AB AB 1 
1 y y AOf 士 A 6 
2 K 0 AOf 士
3 T.T AOd 士
7 RT  AA 
8 MA  Undetected Undetected 
16 K. I AOf 土
5 MS  BOf 土 B 5 
10 E I BOf 土
12 A Y. BOf 土
15 R. M BOf 士
17 A y BB 
4 K D OdOd ＋ 
゜
3 
6 E F OfOf ＋ 
， y s OdOf ＋ 
ABO group type or other groups Counts 
Od 3 
Of ， 
Numbers of O alele (heterozygote) 1 (1) 
AO 4 
BO 4 
AA, BB, AB 3 
゜
3 
Total No of detected sample 14 
Undetected sample 1 
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2. PCR-SSCP法での判定 ：8% PAGで






B aleleおよび 0 aleleの泳動像を判定し
た。また，実際に，AA, BB型を SSCP法
で解析すると A 型は B型よりも泳動距離は
長く，両者ははっきり区別された (Fig. 5. 
Sample 7 ; AA, Sample 17 ; BB）。 しかし，
O型は泳動像が異なる 2種類が存在した (Fig.
5. Sample'・6・9)。0aleleには増幅した 0261 
付近に polymorphicsite (A 297 G)を持つ
変異体か7,8,11)最近報告されており ，普通の O








おり， SSCPでは 2種類の 0subaleleを対
照にして，泳動縞の判定の必要性を感じた。
Olssonらは 0lvは261G の欠失以外に 01
aleleに比べて 9ヵ所の塩基罹換（対照領域




は A または Gの配列を持つ 2種類が考えら
れ，このため 2種類の SSCP像が出現したと
考えられる (Fig.2, 5参照）。 また， 0alele 
は261にGの欠失を持たない変異〇韮leleも
報告9~l）されているが，今回用いた Sampleは
全て KpnIで消化される 0aleleであ った。








解っている 00(2種）， AA, BB型の DNA
をコントロールとして判定する必要があった。
さらに10, 12, 15, 17℃で泳動して SSCPを













また，暫定的に Fig.5.中の Sample4 (0 
型の SSCP像）を Odとし， Sample6のそ
れを Ofとして Table.1にまとめた。0allele 
保因者は14人のうち11人に認められ， Od型：




AA型 ：1,AO型 ：4,BB型： 1,BO型：





確な A型 B型 aleleを解析するには数種類










ければ決定できない AO, BO, AA, BB型
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